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_Resumo
As epidemias de gr ipe representam um sér io problema de saúde públ ica 
com elevados custos económicos. Foi suger ido que um dos ale los do 
gene IFITM3 (rs12252-C) consti tui um impor tante fator de r isco de base 
populacional para as formas graves da gr ipe por infeção pelo v írus 
A(H1N1)pdm09. Anal isámos var iantes do IFITM3 associadas à gravidade 
da doença em doentes por tugueses (n=41). Foram identi f icados sete 
SNPs no amplicão de 352bp do IFITM3 em torno do rs12252. De acordo 
com HapMap, o SNP rs34481144 per tence ao mesmo bloco de desequi-
l íbr io de l igação (LD) que rs12252, e está em LD com rs6421983. A asso-
ciação negativa com formas sintomáticas graves em relação a l igeiras 
observada para o ale lo rs34481144-A é sugestiva de um efeito protetor no 
modelo de hereditar iedade dominante. Para além disso, o haplótipo Hap4 
com rs34481144-A, e sem o rs12252-C, mostrou estar s igni f icativamente 
associado a gr ipe sintomaticamente l igeira. Por outro lado, apesar de a 
um nível de signi f icância l imiar, o haplótipo Hap1 com rs34481144-G, sem 
rs12252-C, mostrou-se associado à gr ipe com sintomatologia grave. Em 
comparação com a população por tuguesa em geral, foram observadas 
di ferenças signi f icativas nas frequências do ale lo possivelmente protetor 
rs34481144-A no grupo com sintomatologia grave, do Hap1 deletér io 
no grupo com sintomatologia l igeira e do Hap4 protetor no grupo com 
doença grave. A proporção de casos com sintomas graves que poder iam 
ser evitados se todos os indiv íduos da população apresentassem o ale lo 
protetor rs34481144-A foi estimada em 56% e 64%, respetivamente na 
população em geral e no grupo de indiv íduos com doença l igeira. A impl i-
cação destas var iantes nos fenótipos da doença necessita de estudos de 
val idação, nomeadamente de natureza funcional.
_Abstract
Inf luenza epidemics are a ser ious global publ ic health and economic 
problem. The IFITM3 al le le (rs12252-C) was suggested as a strong 
populat ion-based genetic r isk factor for severe inf luenza virus infection by 
A(H1N1)pdm09. We analyzed IFITM3 var iants for associat ion to inf luenza 
sever i ty in Por tuguese patients (n=41). Seven SNPs, within the 352bp 
IFITM3 ampl icon around rs12252, were identi f ied. According to HapMap 
SNP rs34481144 belongs to the same l inkage disequi l ibr ium (LD) block 
as rs12252, and is in strong LD with rs6421983. A negative associat ion 
with severe re lat ive to mi ld disease was observed for al le le rs34481144-A, 
indicating a protective ef fect under the dominant model. Moreover, haplo-
type Hap4 with rs34481144-A, not including rs12252-C, was signi f icantly 
associated to mi ld inf luenza. Conversely, a l though with border l ine signi f i-
cance, haplotype Hap1 with rs34481144-G, not including rs12252-C, was 
associated to severe disease. Moreover, in comparison to the general 
Por tuguese populat ion, stat ist ical s igni f icant di f ferences in the frequen-
cies of the protective al le le rs34481144-A in the severe disease group, 
the deleter ious Hap1 in the mi ld disease group and the protective Hap4 
in the severe disease group, were observed. The populat ion at tr ibutable 
r isk (PAR) for the targeted rs34481144 al le le or genotype was of 55.91% 
and 64.44% in the general populat ion and the mi ldly infected individuals, 
respective ly. Impl ication of these var iants in disease phenotype needs 
fur ther val idation, namely through functional analysis.
_Introdução
As epidemias de gripe sazonal são responsáveis por elevada 
morbilidade e mortalidade a nível mundial (1). O seu impacto 
na saúde global e na economia impulsionaram a pesquisa das 
bases genéticas da predisposição à gripe.
Em resposta a uma infeção viral aguda, o sistema imunitário do 
hospedeiro induz a síntese de moléculas antivirais tais como as 
proteínas transmembranares da família IFITM que estão envol-
vidas (i) no sequestro viral, (ii) no bloqueio de recetores virais, 
e (iii) na restrição da endocitose/fusão, podendo assim inibir a 
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replicação de vários tipos de vírus incluindo o da gripe, um Or-
tomixovírus (2). No gene de uma dessas proteínas, a IFITM3, 
o alelo C do polimorfismo (SNP) do locus rs12252, foi associa-
do a sintomas graves da gripe causada pelo vírus pandémico 
A(H1N1)pdm09 em várias populações. Este alelo, raro nas po-
pulações com ancestralidade europeia mas muito comum nas 
populações do Extremo Oriente, poderá representar um fator 
de risco populacional importante (3-6).
_Objetivo
Investigar a associação do genótipo IFITM3 na região do SNP 
rs12252-C com a gravidade sintomática da gripe, causada pelo 
vírus A(H1N1)pdm09, em doentes da população portuguesa.
_Material e métodos
Sujeitos
Foram selecionados 41 doentes portugueses com infeção 
confirmada pelo vírus A(H1N1)pdm09 e classificados entre 
doentes com formas ligeiras da doença recebendo tratamento 
ambulatório e doentes com formas graves da doença recorren-
do às Unidades de Cuidados Intensivos (UCI). Os critérios de 
admissão às UCI foram pneumonia ou dispneia. Para efeitos 
comparativos foram também selecionadas 200 amostras da 
população geral portuguesa provenientes de uma amostragem 
de conveniência, do Departamento de Genética Humana, 
Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge (DGH/INSA). 
As amostras foram anonimizadas antes da investigação.
Genotipagem
A extração do ADN genómico dos pacientes foi efetuada 
a par tir de leucócitos periféricos no MagNA Pure LC 
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha) e a 
par tir de exsudados nasais uti l izando o k it QIAamp ® 
Viral RNA Mini (Qiagen, Hilden, Alemanha). Os primers 
direto e reverso: 5’- GGAAACTGTTGAGAAACCGAA-3’ e 
5’- CATACGCACCTTCACGGAGT-3’(4) foram uti l izados na
amplificação por PCR de um fragmento de 352 pb no primeiro 
exão do gene IFITM3 (chr11: 320556 -320907, GRCh38/hg38). 
Os produtos de PCR purificados foram sequenciados por ele-
troforese capilar ABI-3130 XL (Applied Biosystems, MA, EUA). 
As sequências foram analisadas com o programa FinchLa™ 
(Geospiza). Os haplótipos foram reconstruidos a partir dos 
dados genómicos para os 7 SNPs do amplicão do gene IFITM3 
pelo programa PHASE 2.1 (7,8). A anotação alélica atribuída ao 
haplótipo (Hap) seguiu a seguinte ordem: (5’>3’): rs34481144 
c.-23G>A (5’ UTR); rs1136853 c.9C>A (p.His3Gln); SNP codão 
11 c.33T>C (p.Pro11Pro); rs12252 c.42T>C (p.Ser14Ser); 
rs56323507 c.51C>T (p.Pro17Pro); rs56020216 c.60T>C 
(p.Tyr20Tyr); rs11553885 c.165C>T (p.Pro55Pro).
Estudos de associação
Os estudos de associação genótipo-fenótipo foram efetuados 
para os indivíduos com formas graves e ligeiras da doença. 
Apenas foram analisados os SNPs em equilíbrio de Hardy-
Weinberg (HWE) e com uma frequência do alelo minoritário 
(MAF) >5% em ambos os grupos fenotípicos.
A análise estatística foi efetuada em R (http://www.R-
project.org). Foram utilzados testes do qui-quadrado e exato 
de Fisher (duas caudas) (no caso de amostras pequenas) 
para os estudos de associação sob diferentes modelos de 
hereditariedade. O qui-quadrado também foi utilizado para 
avaliar os possíveis efeitos de confundimento devidos à idade, 
sexo e doença crónica.
Os resultados da associação genótipo-fenótipo foram apre-
sentados como a razão das probabilidades complementares 
(Odds Ratio, OR), e o intervalo de confiança (IC) representando 
o grau de precisão no tamanho do efeito. Devido ao tamanho 
reduzido da amostra populacional e o baixo nível de penetrân-
cia das variantes observadas neste primeiro estudo preliminar, 
foi considerado justificável um nível de significância de 10%. 
Neste caso, além do seu nível habitualmente considerado 
de 95%, o IC de 90% para o OR foi também calculado para 
efeitos limiares (borderline), sugestivos mas não conclusivos. 
O critério do False Discovery Rate (FDR) foi aplicado para 
reduzir a proporção de falsos positivos devidos à realização 
de testes múltiplos, apesar de que, considerando a natureza 
não aleatória na escolha dos loci genéticos, esta correção não 
seria obrigatória.
A proporção de risco atribuível à população (Population Attr i-
butable Risk, PAR), foi calculada por: PAR%=100x p (1-OR)/ 
[p (1-OR)+1], onde p é a prevalência do alelo em estudo 
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na população geral (ou no grupo com doença l igeira) e o 
OR representa uma estimativa do risco relativo de doença 
grave na população com o alelo (ou o genótipo) em estudo 
comparada com a população que não apresenta o alelo (ou 
o genótipo).
_Resultados
Dos sete SNPs detetados no amplicão de 352 pb do IFITM3 
(tabela 1), os estudos de associação genótipo-fenótipo 
foram efetuados apenas para os SNPs com MAF >5%: 
rs12252, rs1136853 e rs34481144 (tabela 2 ). Os resultados 
evidenciaram um efeito protetor signif icativo contra as 
formas graves da gripe para o alelo rs34481144-A no modelo 
dominante (OR=0,26; IC95% 0,07-0,97) e um efeito signif ica-
tivo l imiar borderl ine no modelo sobredominante (OR=0,27; 
IC90% 0,09-0,82). Estes resultados, não resistiram aos 
critérios FDR. Comparando a distr ibuição deste SNP com 
a população geral, foi observada uma diferença borderl ine 
signif icativa na distr ibuição do alelo rs34481144-A, no grupo 
de gripe sintomaticamente grave em relação à população 
geral (p=0,071).
Tendo em conta que, a ausência do alelo rs34481144-A se 
mostrou associada a um risco acrescido de gripe com sinto-
mas graves, foi estimado o PAR, a proporção de graves que 
poderiam ser evitados se todos os indivíduos da população 
tivessem o alelo protetor. Pelos nossos resultados, 56% 
e 64% do risco de infeção com características graves é 
atr ibuível à ausência do alelo rs34481144-A, respetivamente 
na população geral por tuguesa e no grupo de doentes com 
sintomas l igeiros.
De acordo com a nossa análise, os fatores idade e sexo não 
mostraram associação com o genótipo, assim como o fator 
doença crónica não mostrou associação com a gravidade 
sintomática da gripe, razão pela qual não foram considerados 
em ajustamentos para fatores de confundimento. Nenhuma 
outra associação significativa foi evidenciada para os outros 
dois SNPs, apesar de uma tendência observada para o alelo 
rs12252-C em associação com um risco acrescido de doença 
grave, tal como previamente descrito para outras populações.
Estudos de associação genótipo-fenótipo foram realizados 
para os três haplótipos com frequências >5%: Hap1 
(GCTTCTC), Hap3 (GATCCTC), Hap4 (ACTTCTC). O Hap1 
revelou-se como um fator genético deletério relativo à gripe 
com sintomas ligeiros (OR=2,41; IC90% 1,14-5,08) (tabela_3 ), 
e o Hap4 um fator genético protetor estatisticamente signif i-
cativo contra a gripe sintomaticamente grave (OR=0,29; 
IC95% 0,10-0,82) (figura 1 e tabela 3 ). Para o Hap4, o teste 
qui-quadrado resistiu ao critério FDR. Em comparação com 
a população geral portuguesa, a distribuição do Hap1 dele-
tério no grupo de doentes com sintomas de gripe ligeiros 
foi signif icativamente diferente do observado na população 
geral (p=0,017) enquanto a distribuição do Hap4 protetor no 
grupo de doença grave foi signif icativamente diferente da 
observada na população geral portuguesa (p=0,016).
Os padrões de desequil íbrio de ligação (Linkage disequil i-
brium, LD), das variantes genéticas na região cromossómica 
em volta do rs34481144, foram visualizados numa população 
com ancestralidade na Europa do norte e oeste do HapMap, 
com o programa Haploview (9). Este SNP parece perten-
cer ao mesmo bloco de LD do rs12252 (figura 2 ), estando 
este último em LD per feito com o rs1136853 (r 2=1). O SNP 
rs34481144 parece estar em LD com o rs6421983 (r 2=0,88). 
A análise de transcrição in vitro do IFITM3 com os haplóti-
pos Hap1 e Hap4, não evidenciou diferenças signif icativas, 
mesmo após estímulo por inter ferão, IFN-α ou IFN-γ (dados 
não apresentados). A análise in si l ico das variantes intróni-
cas rs6421983 c.249+171G>A e c.249+171G>C, util izando o 
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Tabela 1: Frequências alél icas e genotípicas das var iantes do IFITM3 na população geral por tuguesa e em 





















































































































































































































PGP – População geral por tuguesa (este estudo); HWE – equi l íbr io de Hardy-Weinberg; NA – var iante observada sem frequência ou população (1000 
Genomes Project ) (11); SNP – Single Nucleot ide Polymorphism; cd - codão.
a Frequência alél ica e genotípica documentada a par tir do presente estudo; b A sintomatologia l ige ira corresponde a doentes observados apenas em 
ambulatór io; c A s intomatologia grave corresponde a doentes hospita l izados em Unidades de Cuidados Intensivos; d Valores do qui-quadrado do 
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SNP – Single Nucleotide Polymorphism; IC – Intervalo de conf iança; OR – Odds Ratio; NA – Não apl icável.
a
 O teste exato de Fisher refere-se ao teste com duas caudas; b O intervalo de conf iança a 90% para um nível de signif icância de 10% (borderl ine): OR=0,26; IC90% 0,09-0,79; 




Tabela 2: Associação dos pol imor f ismos rs12252, rs1136853 and rs34481144 ao r isco acrescido de gr ipe com sinto-
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Tabela 3: Associação dos haplótipos maioritáriosa ao risco acrescido de gripe com sintomatologia grave.
IC – Intervalo de conf iança; OR – Odds Ratio; NA – Não apl icável.
a Os haplótipos maioritários são os que apresentam uma frequência > 5% nos grupos populacionais em estudo: população geral portuguesa e doentes infetados pelo 
vírus A(H1N1) da gripe. Para a definição dos haplótipos ver o corpo do texto; b O teste exato de Fisher refere-se ao teste duas caudas; c O intervalo de confiança a 
90% para um nível de signif icância de 10% (borderl ine): OR=2,41; IC90% 1,14-5,08.
As barras de erro correspondem aos erros padrão. Os gráf icos circulares à dire ita representam a distr ibuição dos genótipos para o 
SNP (Single Nucleotide Polymorphism) rs34481144 nos dois grupos sintomáticos da gr ipe.
Haplótipos
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A pandemia de gripe de 2009 pelo vírus A(H1N1)pdm09 sus-
citou a estudos de associação da variante do SNP rs12252 do 
gene IFITM3 com a gripe sintomaticamente grave. No nosso es-
tudo de associação genética na população portuguesa o alelo 
rs12252-C não se revelou significativamente associado a do-
ença grave como previamente descrito (3-6). Porém, o alvo do 
nosso estudo, o SNP rs34481144, localizado no mesmo bloco 
LD que o rs12252 e em LD com o rs6421983, no seu alelo A pa-
rece conferir proteção contra as formas graves de doença.
A análise de associação genótipo-fenótipo, dos haplótipos mais 
frequentes na população geral portuguesa, revelou uma asso-
ciação estatisticamente significativa com a doença grave (Hap1) 
ou ligeira (Hap4), sendo que neste último caso a associação re-
sistiu ao critério FDR (OR=0,29; 95% IC 0,10-0,82). É notável 
neste caso, que o Hap inclui o alelo protetor rs34481144-A mas 
não o alelo de suscetibilidade rs12252-C. Além do mais, os re-
sultados são sugestivos de uma associação do Hap1, que inclui 
o alelo rs34481144-G mas não o alelo rs12252-C, com a gripe 
de sintomatologia grave a um nível de significância borderline 
(OR=2,41; 90% IC 1,14-5,08). A associação com a gravidade 
da doença também foi observada para o SNP rs34481144 onde 
o alelo minoritário A foi indicativo de um efeito protetor num 
modelo de hereditariedade dominante (OR=0,26; 95% IC 0,07-
0,97). Em conformidade com estes resultados, quando compa-
radas as frequências dos SNPs e Hap entre os dois grupos de 
pacientes e a população geral portuguesa, foram observadas 
diferenças estatisticamente significativas, nomeadamente a 
frequência do alelo protetor rs34481144-A no grupo com doen-
ça grave foi mais baixa que o previsto pela análise da popula-
ção geral, a frequência do Hap1 deletério no grupo de doença 
artigos breves_   n. 4
Figura 2: Os padrões de desequilíbrio de ligação (LD) na região genómica em torno do rs34481144 
segundo o HapMap, visualizados pelo programa Haploview (9) numa população com 
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O segundo b loco de LD contém o SNP rs34481144 cor re lac ionado com rs6421983 (r 2 = 0,88) e do is SNPs 
cor re lac ionados com os SNPs rs12252 e rs1136853 (r 2 = 1,00). As f requênc ias dos a le los minor i tá r ios destes SNPs 
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ligeira mais baixo que o expetável, e a frequência do Hap4 pro-
tetor no grupo de doença grave mais baixo que o observado na 
população geral portuguesa. A proporção de casos com sinto-
mas graves que poderiam ser evitados se todos os indivíduos 
da população apresentassem o alelo protetor rs34481144-A foi 
estimada, respetivamente, em 56% e 64% na população geral 
e no grupo de indivíduos com doença ligeira.
Os mecanismos genéticos e moleculares das proteínas IFITM 
que interferem com os ciclos de infeção viral e bacteriana 
ainda não estão inteiramente elucidados (12,13). No nosso es-
tudo, o SNP rs34481144 no seu alelo G foi associado com for-
mas graves da infeção pelo vírus da gripe. A análise in vitro 
da transcrição dos haplótipos Hap1 e Hap4 mais frequentes 
do gene IFITM3 não evidenciou nenhuma diferença signif ica-
tiva, com ou sem estimulação pelo IFN-α ou IFN-γ.
_Conclusões
Estes resultados apontam para diferenças importantes no 
risco de desenvolver doença grave por infeção pelo vírus da 
gripe A(H1N1)pdm09 em populações de fundo genético dife-
rente. A confirmação dos nossos resultados em grupos popu-
lacionais maiores e em estudos funcionais dos SNPs em LD 
com o rs34481144 (rs6421983) seria necessária para identif i-
car novos alvos de intervenção no controlo da gripe.
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